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Gebiet der Erfindung 

Pie Erfindung betrifft ein Streptavidin-Bindungspeptid, 
sowie Verfahren zur Herstellung eines Streptavidin-Bin- 
dungspeptides in einem' zellbasierten ocier zellfreien 
Proteinbiosynthesesystem.' 

Weiterhin betrifft die Erfindung eine Verwe&dung eines 
Streptavidin-Bindungspeptides zur Aufreinigung eines in 
einem Proteinbiosynthesesystem hergestellten definierten 
Proteins, sowie 'die Verwendung eines Streptavidin-Bin- 
dungspeptides zur Markierung eines definierten Proteins* 



stand der Technik 



20 



25 



30 



Verfahren znt effizienten Expression von definierten Pro- 
teinen in verschiedensten pro- und eukaryontischen Orga- 
nismen sind bekannt und bedUrfen keiner weiteren Eriaute- 
rung. Unter definierten Proteinen werclen in diesem Zusam- • 
menhang Peptide und/oder Proteine verstanden; die in dem 
zur Expression verwendeten Organismus Oder zellfreien Ex- 
pressionssystem nattlrlicherweise oder nach Transformation 
bzw. Einsatz definierter RNA exprimiert und in Aufreini- 
gungsschritten anger eichert werden. 

Verfahren zur zellfreien Expression von definierten Pro w 
teinen sind beispielsweise aus ; den Literaturstellen EP * 
0312 617 Bi; EP 0401 369 Bl und EP 0 593 757 Bl bekannt. 
DemgemSfc werden die fur eine Transkription und/oder Trans- 
lation notwendigen Komponenten neben. einem fur ein defi-- 
niertes Protein kodierenden Nukleins&urestrang in einem 
Reaktionsgefafl inkubiert und nach der Expression die Poly- 
peptide/Proteine aus der ReaktionslOsung isoliert- Sowohl 
die f(ir die Transkription/ als auch.die ftir die 
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Translation notwendigen Komponenten lassen sich aus' den 
tfberstanden pro^ oder eukarybntisciien Zelllysaten nach 
einer Zentrif ugatibn gewinnen, 

5 Ein weseritliches Problem bei der Expression von definier- 
ten Proteinen in pro- und eukaryontischen Organismen und 
bei der zellfreien Expression liegt in der Aufreinigung 
und/oder der Detektion der expriaierten definierten Pro- 
teine. Dies 1st insbesondere bei definierten Proteinen .' 

10 problematisch, fUr die es keine Antiseren oder monoklonale 
Antikorper gibt. Zur Vereinf achung der Aufreinigung und 
der Detektion solcher definierten Proteine werden diese- 
als sogenannte Fusionsproteine expirimiert. Hierbei wird 
dem definierten Protein N- und/oder- C-tenuinal eine Arrii- 

IS nosauresequenz angefiigt oder zwi$chen zwei Proteindomanen 
(intern) eingefugt, der Fusionspartner . Dies geschieht auf 
der Nukleinsaureebene, so daS sowoh.1 das definierte Prote- 
' in, als auch der zur Detektion und/oder Reinigung angefUg- 
te Fusionspartner wahrend eines Transkriptions-/Translati- 

20 onsvorganges zusaitimen als 'ein chimares (Fusions-) protein 
exprimiert werden, bestehend aus dem definierten Protein 
und "dem Fusionspartner. Hierbei kaxin es sich bei dem ange- 
fiigten Fusionspartner um einzelne Aminosauren, aber auch 
um Peptide oder Proteine handeln, Ftir diese angefugten 

25 Fusionspartner stehen zur Aufreinigung. immobilisierte Bin- 
dungspartner 'zur Verftigung, roit denen die Fusionsproteine 
isoliert werden konnen. Neben der MOglichkeit der Reini- 
. gung der Proteine kSnnen diese auch mit f Ur den Fusions- 
partner spezifischen Bindungspartne:r nachgewiesen werden* 

30 Diese Bindungspartner konnen fUr den Fusionspartner spezi- 
fische Antikorper oder auch andere Proteine, Peptide oder 

chemische Verbindungen sein, die an den Fusionspartner. 

i 

spezifisch binden. 
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Beispiele fUr'solche Fusionspartner sind der Myc-tag (Mun- 
ro 6 Pelham (1986) Cell 46, 291-300; Ward et al. (1998) 
Nature 341, 544-546), das Flag Peptid (Hopp et al. 

5 <1988> Bio/Technology 6.1204-1210), das KT3 Epitop Peptid 
' (Martinet et al." (1990) Cell 63, 843-849; Martin et 

al. (1992) Science 255, 192-194) und das alpha- tubulin Epi- 
top Peptid (Skinner et al. (1991) Biol. Chem. 266, 
14163-14166), die alle erfolgreich fur die Detektion und 

10 teilweise auch f Or- die Reinigung von Proteinen genutzt 
wurden. Es konnte fUr einen Teil der Fusionspartner, die 

' normalerweise 3 bis 12 Aminosauren lang sind, gezeigt war- 
den, dafi sie nicht die biologische Funktion der defxnier- 
ten Proteine beeinf l.ussen. Die biologische Funktion des 

15 definierten Proteins wlrd dagegen mit zunehmender.. Lange 
des Fusionspartners- beeinf lufit, da die zusatzlich expri- 

• mierten Aminosauren z. B. die Ausbildung der Sekunder-, 
Tertiar und/oder Quartarstfuktur beeinf lussen konne.n. 
Langere Fusionspartner sind daher zur Detektion der Pro- 

20 teine, aber weniger zur Reinigung der Proteine geeignet. 
Auf der anderen Seite weisen langere Fusionspartner oft 
eine htthere Aff initat luit ihren spezifischen Bindungspart- 
nem auf. ■ , 

25 Ein wesentliober Nachteil der oben genannten Fusionspart- 
ner bei der Kufreinigung ist darin begrtindet, daft die Bin- 
dung an den Bindungspartner auf einer Antigen/Antikorper- 
bindung beruht und die Herstellung und Reinigung der als 
Bindungspartner genutzten Antikorper aufwendig und teuer 

30 ist. Ein weitere Nacbteil liegt darin begrUndet, da* die 
Antigen/Antikerperbindung eine sehr starke Bindung zwi- 
schen de» Bindungspartner, z . B . an eine Matrix immobiH- 
sierten Antikdrper, und dem Fusionspartner bedingt. Diese 
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hat zur Folge, dafl bei der Elution der uber den Fusions- 
partner gebundenen Fusionsproteine, ' teilweise extrem un- 
physiologische Bedingungen be2ogen auf das definierte. Pro- 
tein geschaffen werden mussen* Unter unphysiologischen 
5 Bedingungen sind in diesem Zusaminenhang Bedingungen zu 
verstehen mit z. B.. sehr hohe oder Sufcerst geringe Salz- 
konzentrationen, Einsatz von chaotrophen Sal2en und pH~ 
Werte, die weit von deiu natttrlichen pH-Wert des definier- 
ten Proteins abweichen* Diese kann u. U, die Struktur un- 

10 d/oder Funktionalitat des definierten Proteins beeinflus- 
sen oder irreversibel serstoren, Dementsprechend sollte 
die Reinigung der def inierten Proteine unter mttglichst ■ 
schonenden, physiologischen Bedingungen geschehen, urn die 
Funktionalitat der Proteine zu erhalten. Zwar konnte bei 

15 drei der obeh genannten Fusionspartnern (Hopp et al. 

(1988) (Martin et et al, (1990) (Skinner et al. (1991)) . 
eine Elution auch unter schonenden Bedingungen znittels 
kompetetiver Peptide erzielt werden, doch bleibt das Pro- 
blem der aufwendig und teuer herzustellenden und zu reini- . 
20 genden (als Bindungsparther dienenden), Antikorper und de- 
ren Bindung an die Matrix* 

Weitere Fusionspartner, bestehend aus 8 bis 9 Aminos&uren, 
sind aus den Literaturstellen US 5,506,121 und Schmidt & 
.25 Skerra (Protein Engineering, vol. 6, no. 1, 109-122, 1993) 
Jsekannt- Die dort offenbarten Fusionspartner sind in der 
Xiage an das Streptavidin Oder an' das ix core" Streptavidin, 
ein prpteolytisch gespaltenes Produkt des Streptavidin, zu 
Jbinden (Bayer et al. (1989) Biocheixu J. 259,369-376). 



30 



Alle bekannten Fusionspa'rtner, die an das Streptavidin 
fainden enthalten die Aminos Sureabf olge HPQ, das sog. HPQ- 
Bindungsmot'iv, welches mit der Biotin-Bindungstasche des 
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Streptavidin in Wechselwirkung tritt. Zu den Bereits be- , 
kannten Peptiden gehSren dem sog. Strep^tag I: AWRHPQFGG 
mit einer Dissoziationskonstanten Kd von 10-37 pM, der 
sog. Strep-tag II: WSHPQFEK mit einer Dissoziationskon— 
5 stanten Kd von 18-72 pM und der sog, SBP-tag: 

HDEKTTGWRGGHVYEGIAGELEQLRARLEHHPQGQREP mit einer Dissozia- 
tionskonstanten Kd von 2,5 riM. Im Gegensatz zu den bexcten 
kurzen Strep-tags I und II besitzt'der l£ngere SBP-tag 
eine wesentlich starkere Bindung zum Streptavidin. Aller- 
10 dings wird, wie oben ausgeftihrt/ die Funktion des defi — 
nierten Proteins insbesondere mit zunehmender LSLnge des 
Fusionspartners beeinflu&t, Auch stOreri besonders lange 
Fusionspartner bei der Kristallisation der definierten 
Proteine. 



15 



Technisches Problem der Erfindung 



2 0 Der Erfindung liegt das technische Problem zugrunde, ein 
moglichst kurzes Streptavidin-Bindungspeptid rait einer 
star ken Bindung zum streptavidin zur VerfQgung zu stellen. 



25 Grundziige der Erfindung und bevorzugte Ausftihrungsfprmen , 



Zur Ldsung des technischen Problems lehrt die Erfindung 
ein Streptavidin-Bindungspeptid enthaltend eine AminosSu- 
30 resequenz gemaii Seq.-ID 1-6. 

Mit dem erf indungsgemaBen Streptavidin-Bindungspeptid ent- 
haltend eine Aminosauresequenz gemaii Seq.-ID 1-6 
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wird/ verglichen ait' dem Stand der Technik, ' eine wesentlich 
StMrkere Bindun£ zwischien dem Streptavidin-Bindungspeptid 
und dem Streptavidin ez-reicht, bzw. kann *bei gleicher Bin- 
dungsstarke das Streptavidin-Bindungspeptid wesentlich 
5 verkurzt werden- ■ 

Des Weiteren lehrt die Er£indung ein Nukleinsaure codie- 
■ rend fur ein Streptavidin-Bindungspeptid gemSft Seq.-ID 1 - 
6/ sowie ein Plasmid enthaltend eine erf indungsgem&fie Nu- 
10 kleins&ure. Es versteht sich, daJJ die Nukleinsaure* codie- 
rend ftit ein erf induncrsgemafces Streptavidin-Bindungspeptid 
und/oder das Plasmid dem jeweiligen Expressionssystem/ 
Pro teinbiosynthesesys tern angepafit werden kann, Das Plasmid 
kann als ein Expressionsvektor, insbesondere.- ftir Bakteri- 
15 en, ausgelegt sein entbaltend einen Bereich mit mindestens 
einer Schnittstelle fttr ein Restriktionsenzym, in dem die 
NukleinsSuresequenz codierend ftir ein definiertes Protein 
inseriert werden kann und somit. das definierte Protein 
zusairaien mit dem Strepfcavidin-Bindungspeptide gemafi 
20 Seq« ~ID 1-6 exprimiert wird. Es versteht sich, dafi der 
fUr das definierte Protein und fur das Streptavidin-Bin- . 
dungspeptide gemafl Seq* -ID 1-6 codierende Bereich sich 
unter der Kontrolle eines geeigneten Promoters und/oder 
- Operators und Terminators befinden. Der Bereich mit minde- 
25 stens einer Schnittstelle fUr mindestens ein Restriktion- 
senzym kann sowohl in 5 *, als auch in' 3* Richtung vora Nu- 
kleinsSurebereich codierend fur das Streptavidin-Bindungs- 
peptide gemafl Seq.-ID 1-6 liegen. Der Nukleinsaurebe- 
' reich codierend ftir das Streptavidin-Bindungspeptide gem&!5 
30 Seq.-ID 1-6 muI3 nicht unmittelbar an den Nukleinsaurebe- 
. reich codierend ftir das definierte Protein anschlieften, 
vielmehr kGnnen zwischen den beiden Bereich noch 
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Nukleinsauren liegen, die fUr 1 bis 20 Aminos&uren/ insbe- 
sbndere fur 5 bis 10 Minosluren, codieren. 

Die Erfindung betrifft auch ein Verfahr-en zur Herstellung 
5 eines Streptavidin-Bindungspeptides gemafi Seq.-ID 1-6/ 
wobei eine Nukleins£ure in einem zellbasierten oder zell- 
freien Proteinbiosynthesesystem exprimiert oder tiberexpri- 
miert wird. Dieses so hergestellte Peptid l&ftt sich leicht 
ttber die Bindung an Streptavidin isolieren. Das erhaltene 
10 Translationsprodukt, i. e. ein Streptavidin-Biridung$peptid 
gem&J5 Seq.-ID 1-6/ wird mit imaiobilisiertem Streptavidin 
kontaktiert und darah gebunden. Nach Abtrennung de'r Losung 
mit nicht an Streptavidin gebundenen Substanzen wird das 
Translationsprodukt eluiert. Als Elutionsmittel kSnnen 
"15 Puffer verwendet werden, die Biotin oder verwandte Sub- 
"stanzen und/oder Derivate, wie Iiainobxot:in, Desthiobiotin 
und/oder Diaininobiotin, enthalten. Das erhaltene Strepta- 
vidin-Bindungspeptid gem&fi Seq.-ID 1-6 tr^gt im Falle 
der Fusion mit dem definierten Protein dieses' Protein, E$ 
20 kann der auch unabhSngig von einexa definierten Protein zur 
Antikdrperherstellung genutzt werden* D±e erhaltenen Anti- 
korper k5nnen z. B. zur Detektion oder zur Aufreinigung 
der Streptavidin-B'indungspeptide gem&3 Seq.-ID 1-6/ bzw, 
ita Fall/ da3 das Streptavidin-Blndungspeptide gemkfi-- 
25 Seq.-ID 1 — 6 als Fusionspartner eingesetzt wird/ dea an 
diesen Fusionspartner gebundenen definierten Proteins ge- 
nutzt werden. 

Es vefsteht sich, dafi die Herstellung eines solchen Strep- 
30 tavidin-Bindungspeptides enthaltend eine Aminosauresequenz 
gem&JJ Seq.-ID 1 --6 z. B. auch mittels -diemTscher Festpha- 
sensynthese, beispielseise mit einem Syntheseautomat der 
Firma Abimed (Langenfeld, BRD). nvogllch ist^ Diese Methode 
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basiert auf den Standardprotokolleri der Fmoc-Cheraie 
(Ftaoc=9-f luorenylmethoxycarbonyl) . 

Die Erfindurig betrifft auch die Verwendung eines Strepta- 
5 , vidin-Bindungspeptides gemafc Seq.-ID 1-6 zur/Auf reini- 
gung eines in eiiiem Proteinbiosifnthesesystem hergestellten 
definierten Proteins, wobei eine ftir das definierte Prote- 
in und, hiermit verbunden, fur das Streptavidin-Bindungs- 
peptid codierende Nukleinsaure einer Transkription und/o- 

lO der Translation unterworfen wird, wobei eine Losung ent- 
haltend das so erhaltene Translationsprodukt rait- inamobili- 
siertem Streptavidin kontaktiert und daran gebunden wird 
und wobei nach Abtrennung der LOsung mit nicht an Strepta- 
vidin gebundenen Substanzen das Translationsprodukt elu- 

15 iert wird. Die Elution kann unter schonenden Bedingungen 
ftir das definierte Protein erfolgen. Als Elutionsaittel 
konnen Puffer verwendet werden, die Biotin oder verwandte 
Substanzen und/oder Derivate, wie Iininobiotin, Desthiqbio- 
tin und/oder Diaminobiotin, enthalten. Das hergestellte 

20 definierte Protein kann das als Fusionspartner dienende 
Streptavidin-Bindungspeptid gemaB Seq.-ID 1-6 sowohl N- 
und/oder Oterminal enthalten, 

Bei Verwendung einer Streptavidin-Sepharose-Saule kann das 
25 zu untersuchende definierten Protein mittels des als Fusi- 
onspartner diehenden Streptavidin-Bindungspeptides gemafi 
Seq.-ID 1 - 6 an der Matrix immdbilisiert und aus einem 
Gemisch. von MolekUlen, z.B. einem Zelllysat, isoliert 
werden. 
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Die Erfindung betrifft ' auch die Verwendung eines Strepta- 
vidin-Bindungspeptides gemafi Seq.-ID 1-6 zur Markierung 
eines definierten Proteins, . wobei eine fur das definierte 
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' Protein.und, hiermit verbunden, ftir das streptavidin-Bin- 
dungsj>eptid codierende Nukleins&ure einer Trans kription . 
iind/oder Translation unterworfen wird, wobei das so erhc.1- 
tene Translationsprodukt mit einem Streptavidin-Konjugat 
5 enthaltend ein Reportermolektil kontaktiert und daran ge- 
buhden wird. Das markierte definierte Protein kann das zur 
Markierung dienende Streptavidin-Bindungspeptides gemSfl 
Seq.-ID 1-6 N- und/oder C-tercninal enthalten. Reporter- 
molektile kSnnen z. B, radioaktive und/oder radioaktiv mar- 
10 kierte Substahzen sein. Es verstebt sichy dafc das Strepta- 
vidin als solches auch radioaktiv markiert und/oder radio- 
aktiv sein kann; in diesem Fall kann auf ein Reportermole- 
kttl verzichtet werden. Reportermolektile kSnnen auch fluo- 
reszierende Substanzen Oder Enzyme/ wie z. B v alkalische 
15 Phosphatase Oder Peroxidase, sein* Durch solche mit einem 
; Reportermolektll gekoppelte , Streptavidinverbindungen lassen 
sxch beispielsweise Proteine, die das Streptavidin-Bin- 
dungspeptides gemafi Seq.-ID I - 6 als Fusionspartner be- 
sitzen, auf einem Western-Blot oder im ELISA. (Enzyme lin- 
2 0 ked immunosorbent assay) nachtfeisen und/oder quantif izie- 
fen, Handelt es sich bei den definderten Proteinen urn Bin- 
dungsproteine/ ktinnen auf diese Weise such an diese bin- 
dende andere Proteine nachgewiesen werden. Unter Bindungs- 
proteine sind in diesem Zusaircnenha.ng Proteine zu verste- » 
2 5 hen, die selbst andere Proteine binden und/oder selber an 
andere Proteine binden, wie z* bei einer Antigen/Anti- 
korperbindung oder bei einer Bindung eines Proteins an 
einen Rezeptor. 

30 Bevor.zugt ist ein Streptavidin-Bitidungspeptid enthaltend 
weniger als 30 Aminos&uren, vorzugsweise weniger als 20 
Aminos&uren, hiichstvorzugsweise weniger als 10 
Aminos^uren. 
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Im Folgenden wird die Erfindung anhand von lediglich Aus- 
ftihrungsformen darstellenden Figuren sowie Beispielen ric- 
her eriautert. 

5 

Fig. 1: Reinigung von FABP tait Streptavidin-Bindungspepti- 
des geraSIi Motiv 3 als Fusionspartner nach zellfreier Pro- 
teinbiosynthese ttber eine Streptavidin-Af finitatssaule. Es 
wurden von jeder .Fraktion eine vergleichbare Menge mittels 

10 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese analysiert. (A) Coomas- 
sie gefarbt und (B) Autoradiogramnu Die Proben in den nu- 
merierten Spuren sind (1) Molekulargewichtsmarker; (2) 
Reaktionsmischung; (3) Durchlauf der Probenauf tragung; 
(4-6) Waschfraktionen; (7-9) Elutionsf raktionen; (10) ra- 

15 dioaktiver Molekulargewichtsmarker* 

Fig. 2: Reinigung von FABP mit Streptavidin-Bindungspepti- 
des • gem&fl Motiv 3 als Fusionspartner nach zellfreier Pro- 
teinbiosynthese tiber eine StrepTactin-Af f initatssaule . Es 

20 wurden von jeder Fraktion eine vergleichbare. Menge mittels 
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese analysiert . (a) Coomas- 
sie gefarbt und (B) Autoradiogramnw Die Proben in den. nu- 
• merierten Spuren sind (1) Molekulargewichtsmarker; (2) 
Durchlauf der Probenauf tragung; ' (3-5) Waschfraktionen; 

2 5 (6-10) Elutionsfraktibnen; (11 J radioaktiver 

Molekulargewichtsmarker. 



Beispiel 1 : erf indungsgemafie Bindungspeptid^ und Ver- 
3 0 gleichspeptide mit Dissoziationskonstanten . 

In fachiiblicher Weise wurde das FAB Protein (fatty acid 
binding protein) aus Rinderherzen in vitro in einem , 
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♦ zellf reien Proteinfc>iosynthese mittels eines gekoppelten 
Transkriptions-Translationssystemes exprimiert. Das expri- 
raierte FAB Protein besaS am N-Terminus jeweils ein aus 
ftinfzehn Arainosauren bestehendes zusatzlicHes Streptavidin 
5 Bindungspeptid mit unte.rschiedlichen Atainosauresequenzen 
als Fusionspartner . 

Zwei Bindungspeptide enthalten in ihrer Aminosauresequenz 
• das im Stand der Technik beschriebene HPQ-Motiv (Motiv 1 
und 2) und zwei enthalten das erf indungsgemafce Streptavi- 
10 din-Bindungspeptid gemaft Seq.~ID 1-6 (Motiv 3 und 4) . 
. Die Sequenzen der Peptide sind in der Tabelle 1 darge- 
stellt. Zusatzlich wurden die exprimierten Proteine mit 
einem am O-terminus bef indlichen' "His-tag", bestehend aus 
6 Histidinen, versehen. Die Proteine wurden mittels Affi- 
15 nit&tschromatograpbie liber Ni 2 *- IDA- Agarose in f achttblicher 
weise auf gereinigt .Man >erkennt, dass bei gleicher L£nge 
Bindungspeptide mi t €>iner erf indungsgemSJien Sequenz eine 
wesentlich niedriger/e Dissoziationskonstante als ein Bin- 
dungspeptid mit HPQ-Motiv aufweist. Der Kd-Wert eines- er- 
20 f indunggerticLBen Bindungspeptids . liegt in der Grbfienordnung 
des SBP-Tags trotz cies ca. 2,5-fachen Lange des SBP-Tags , 



Tabelle 1 



» 



25 



30 





Sequenz 


Dissoziations- 
konstante [kd] 


Motiv 1 


P I? Y D I DRNWVGHPQ'G 


8 pM 


Motiv 2 


DNYDA DLAWDTHP Q.D 


70 pM 


Motiv 3 


D V E A W LDERVPLVET 


84 nM 


Motiv* 4 


D.VEAW IADPAVHFTT 


200 nM 
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Beispi'el 2: Messungsweise der bissoziationskonstanten aus 
Tabelle 1. 

Die Messungen der Dissoziationskonstante wurden mit einem 
5 BiacoreX-Syst.em und .dem Sensor Chip .NTA der Firma Biacore 
durchgefiihrt ♦ Vermessen wurden die aus der im Beispiel 1 
beschriebenen Expression hervorgegangenen Proteine, d.h. 
FAB Proteine, die am N-Terrainus jeweils ein aus funfzehn 
Aminosauren bestehendes Peptid als Fueionspartner und. am 

10 C-Terminus 6 Histidine besaBen, die zur Immobilisierung 
auf dem Sensor Chip bendtigt wurden. Die Bindungsaf f initat 
der aus der im Beispiel 1 beschrieben.en Expression hervor- 
gegangenen Proteine zu Streptavidin wurde nach Herstel- 
lerangaben im Biacore-Gerat vermessen. Dabei befindet sich 

15 das zu vermessende Protein auf dem Sensor-Chip und eine 
Streptavidinlosung mit definierter Konzentration wird. ein- 
gespritzt. Die Wechselwirkung (Bindung) zwischen. den bei- 
den Molekulen wird vom Ger&t gemessen und als 'sog, Reso- 
nanz Units (RU) angegeben. Ziir Messung wurden die vom Her- 

20 steller angegebenen Puffer verwendet. 

Die Ergebnisse der Messungen sind in der Tabelle 2 darge- 
stellt. Die erhaltenen Mefiwerte wurden mit der zugehtfrigen 
Software ausgewertet • und fiihrten zu deh in der Tabelle .1 
25 angegebenen Dissoziationskonstanten. 



30 



Tabelle 2: 
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» 



10 



15 



20 



Motiv 


1 


2 


3 


4 


Streptavidinkonz . 


RU 


RU 


RU 


RU 


1 R n M 


















68 


. Ow m w i. 






*i O JU 


171 


-IOC 










o cr n nV 
^ 3 u riri 






/ U ft 


J O ^ 






■' 


/ O D 


4 / O 


x pjyi 


id J 






ODU 




O"} ^ 






£ A A 
Oft fi 






O ft 




1 


ft pri 


/ 








6 pM 




98 






8 pM x . 


621 . 








15 pM 




201 






16 pM 

. 1 . . n 


779 








30 pM 




337 






32 pM 


955 








60 pM 




536 







25 



Beispiel 3 



In fach.Ublicher weise wurde das FAB Protein, das am N-ter- 
3 0 minus ein aus fimfzehn Aminos^uren bestehendes zusatzli- 
ches Peptide mit der Aminosauresecfuenz DVEAWLDERV 
P L V E T (Motiv 3) als Fusionspartner besafc/ in vitro in 
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einetn zellfreien Proteinbiosynthese mittels eines- gekop- . 
pelten Transkriptions-Translationssystems exprimiert. 
Zur Aufreinigung des " tiberexprimierten definierten Proteins 
wvurde. das Streptavidiri an einer Festphase gekoppelt. Als 
5 Festphase diente'eine Sepharose. Das exprimierte FAB Pro- 
tein wurde anschlieSend in f achublicher weise affinit&t- 
schromatographisch Ober eirie Saule enthaltend Streptavi- 
din-Sepharose oder StrepTactin-Sepharose aufgereinigt . 
FUr die Aufreinigung wurden folgende Puffer verwendet: 
10 Waschpuffer {100 mM Tris-HCl" (pH 8.0), 150 mM NaCl/ 1 mM 
EDTA) - 

FUr. die Elution von Streptavidir* enthielt der Waschpuffer 
2 mM Biotin und far die Elution von StrepTactin enthielt 
15 der Waschpuffer 2,5 iriM Desthiobiotin, 

Die prozerituale Verteilung des eingasetzten definierten 
Proteins auf die verschiedenen Fraktionen der Affinitat- 
s chroma to graphie ist in der Tabelle 3 zu entnehihen. In der 
20 Tabelle 3 steht D far den Auftragung der Probe/Durchlauf , 
W fur die Waschfraktion und E ftir die Elutionsf raktion* 



Tabelle 3 



25 



Fraktion 


P 




W2 


W3 


El 


E2 


E3 


E4 


E5 ■ 




Strept- 
avidin 


3,5% 


6,8% 


1, 0% 


0,3% 


0,4* 


76,9% 


0,7% 






8&, 6% 


StrepT- 
accin 


3,0% 


7,4% 


1/ 8% 


0,9% 


0,9% 


45,9% 


23,2c 


1, 0% 


0,3% 


84,4% 



30 Bei der Verv/endung von Streptavlciin-Sepharose konnten 90% 
des auf getragenen Proteins von der SHule wiedergewonnen 
. werden, wobei 78% auf das Eluat entfielen. Die Qualit&t 
der Aufreinigung ist in Fig. 1 dargestellt. 
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Bei der Verwendung von StrepTactin-Sepharose konnten 84% 
des auf getragenen Proteins von der saule wiedergewonnen 
werden, wobei 71% auf das Eluat entfielen. Die' Qualitat 
5 der Aufreinigung ist in Fig. 2 dargestellt . 

Seq.-ID 1; DVEAW 
Seq.-ID 2: DVEA 
Seq.-ID 3! VEAW 
10 Seq.-ID 4: DVE 
Seq.-ID 5: VEA 
Seq,-ID 6: EAW 



. 15 




25 



30 . 
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Das Bindungspeptid (FAx 3) mh der Sequenz DVEAWLDERVPLVET wurde einer 
Substitutionsaaalyse unterzogen, wodurch ein etwaiges Minimalmotiv (=verkOrztes Peptid) 
identifiziert und die Wirkung einzelner Aminosaureaustausche auf die Bindungsspezifitat 
untersucht werden sollten. Bei einer Substitutionsanalyse werden Peptide mittels Spot- 
Verfohren (Frank, R. 1992) auf einer ais Festphase dienenden CeUulosemembran 
synthetisiert. Dabei wurde jede Position des 15 Aminosauren umfassenden .Peptids 
systematise!* durch die Gbrigen 1 9 L~Aminosauren ersetzt. 

Die Substitutionsanalyse wurde mit einem Peroxidase-markierten Streptavidin inkubiert und 
mit einem Lxjraineszenzsubstart entwickelt. Dadurch konnte festgestellt werden wie weit sich 
das Peptid verkurzen laBt und seiche AininosSuren „konserviert" und somit nicht oder niir . 
sehr schlecht austauschbar sind. Es ergab sich folgendes Bild; 

Das ktteeste Peptid, das noch eine Streptavidinbindung aufweist ist das 6-mer Peptid 
DVEAWL. Ein deutliche bessere Streptavidinbindung weist das 9-mer Peptid DVEAWLDER 
auf Die Substitutionsanalyse wies auch auf Positionen bin, wo der Austausch der 
urspninglichen gegen eine andere Aminosaure eine Verbesserung der Streptavidinbindung 
mit sich bringen konnte. 

Die Informationen aus der Substitutipnsanalyse wurden tiberpruft, indent die 
Bindungskonstanten verschiedener Peptide mittels „Oberflachen Plasmonen Resonanz* 
Spektroskopie unter Verwendung eines BIAcore-Gerates bestimmt wurden. Die Messungen 
erfoigten mit dem NT A Sensor-Chip der Firma BTAcore und mit Hiife des fettsaurebindenden 
Proteins aus dem Rinderherzen (FABP). Das FABP diente zur Immobilisierung und 
Presentation der Peptide. Weiterhin sollten so die bei einer Alfhiitatschromatographie 
auftretenden Bedingungen simuliert werden, da das Peptid zukunftig als Affinitatspeptid zur 
Aufreinigung von Proteinen verwendet werden soil Im Gegensatz zu den ersten Messungen, 
wo die zu vermessenden Peptide die vier N-terminalen Aminosauren des FABP ersetzten, war 
die Anordnung der Peptide diesmal ebenfalls N-terminal, aber sic waren nicht Teil des FABP. 
Auch der fur die Immobilisierung notwendige His-tag wurde verandert Er befand sich wie 
bei den ersten Messungen am C-Terminus des FABP, wurde aber von sechs auf acht Histidine 
erweitert und zudem durch einen aus zwei Glycinen bestehenden Linker vom FABP 
distanziert. Dadurch konnte die Immobilisierung der Liganden deutlich verbesssert und somit 
die Drift der Basislinie, die aus dem Herunterwascben des Liganden resultiert, minimiert 
werden. Fflr jede Messung wurde eine identische Menge des jeweiligen FABPs immobilisiert, 
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die einem Anstieg der Basislinie urn 1100 Resonanzeinheiten (RXJ) entsprach. Als Referenz 
diente das FABP mit dem His-tag, aber ohne N-terminales Bindungspeptid, 

Die aus der optimierten MeBmethode hervorgehenden Bindungskonstanten waren folgende; 
. Selektiertea Peptid (FAx 3): D VE AWL D ERV PL'V ET 3,6±0,6nM 

(AspVaiauAI^TipUwAj^luArBVaffiroLcuValGIuThr) 

verkiirztes Peptid (9-mer): DVE AWLDER 240 ± 40 nM 



EinfluB anderer 


Aminosauren auf das verkOrzte 9-mer Peptid: 




3 Asp: 


DVDAWLDER 


940 ± 140 nM 


3 Giy: 


DVG AWLDER. 


570±90nM 


6Phe: 


DVEAWFDER 


nicht mefibar 


6 Arg: 


DVEAWRDER 


nicht mefibar 


7Gly: 


DVEAWLGER 


17±4nM v 


8 Ala: 


DVEAWLDAR 


160±30nM 



Positiven EinfluB zeigen Glycin an Position 7 und Alanin an Position 8 ! 
^ Korobination dieser beiden Aminosauren 

verkQrztes Peptid: DVEAWLGAR 17±4nM 

original Peptid mil Gly7: DVEAWLGERVPLVET 4,2±0,7nM 
original Peptid: DVEAWLGARVPLVET 4,l±0,6nM 

Das original 1 5-mer Peptid lafit sich nicht weiter verbessern. Das verkOrzte 9-mer Peptid 
hingegen laflt sich durch ein Glycin anstelle der Asparaginsaure an Position sieben deutlich 
weiter verbessern. Auch das Alanin anstelle der Glutamins&ure an Position acht weist eine 
etwas bessere Bindung$affinitat gegenuber Streptavidin auf. Durch die Kombination dieser 
beiden Aminosauren laBt sich zwar die Bindungsaffinitat nicht weiter verbessern, aber sie 
verschlechtert sich auch nicht. 

Die Erfindung urnfaBt somit auch das verkurzte 9-mer Peptid mit seinen nicht bzw. nur wenig 
konservierten Fositionen: 
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DVXAWLXXR (X= beliebeige Aminos&ure) 

Beispiele sind das verkiirzte Peptid mit dem Glycin an Position sieben:. 
DVEAWLGER 

und das verkurzte Peptid mit dem Glycin an Position sieben und dem Alanin an Position acht: 
DVEAWLGAR 




GESflMT SEITEN 31 
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PatentansprUche ; 



1. Streptavidin-Bindungspeiptid enthaltend eine Aminosaure- 
5 sequsnz gemafi $eq.-ID 1-6. 



2. Nukleinsaure' codierend fiir ein streptavidin-Bindungs- 
peptid nach Anspruch 1. 



lO 





.3. Plasmid enthaltend eine Nukleinsaure nach Anspruch 2\ 



15 4. Verfahren zur Herstellung eines Streptavidin-Bindungs- 
peptides nach Anspruch 1, wobei eine Nukleinsaure nach 
Anspruch 2 in einem zellbasierten oder zellfreien Pro- 
teinbiosynthesesystem exprimiert oder Uberexpriraiert 
wird. 

2 0 

5. Verwendung eines Streptavidin-Bindungspeptides nach 
Anspruch 1 zur Auf reiniguhg eines in einem Proteinbio- 
synthesesystem hergestellten definierten Proteins/ wo- 

2 5 bei eine fUr das definierte Protein und, hierinit ver- 
bunden, ftir das Streptavidin-Bindungspeptid codierende 
Nukleirts&ure einer Transkription und/oder Translation 
unterworfen wird, wobei eine L5sung enthaltend das so 
erhaltene Translationsprodukt mit immobilisiertem 

30 1 streptavidin kontaktiert und daran gebunden wird und 

wobei nach Abtrennung der Lttsung mit nicht an Strepta- 
vidin gebundenen Substanzen das Translationsprodukt 
eluiert wird. 



3 Nr 179817 von NVS:FAXG3.l0.0101/03028305225 an NVS:PRINTER.0101/LEXMARK2450 (Selte 21 von 31) 
16.10.02 15:16 - Status: Server MRSDPAM02 (MRS 4.00) ubernahm Sendeauftrag 

: - !*1 f^AitftfnN flmnfennfln 



. 16-OKT-2002 15:30 fiLBRECHT, UJKE & JUNGBLUT 4-493028305225 S- 22/31 ^ 



10 




17 



Verwendung eines Streptavidin-Bindungspept:ides nach 
Anspruch 1 zur Markieriing eines definierten Proteins, 
wobei eiAe fUr das definierte Protein und/ hiermit ver- 
bunden, fUr. das Streptavidin-Bindungspeptid codierende 
Nukleinsaure einer .Transkription und/oder Translation 
unterworf en wird, wobei das so erhaltene .Tratislations- 
prodtikt mit einem Streptavidin-Konjugat enthaltend. eine 
Reportermolektil kontaktiert und daran gebunden wird. 



15 



20 




25 



30 
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Zus anunenf as sung 



Die Erfindung lehrt neue Streptavidin-Bindungspeptide . 



10 



IS 



20 



25 



30 
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. — 30 kDa 
20,1 kDa 

FABP+n/lotiv3-* ~ 

• 12,5 kDa 
6,5. kDa 
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Fig.' 2 





12,5 kDa 
6,5 kDa 



FABP+Motiv3 



20,1 kDa 



12,5 kDa 




6,5 kDa 
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SEQUENCE LISTING 

<H0> Erdmann, Volker A. 
Lamia r Thorsten . 

<l20> Steptaviain-Bindungspeptid 

<130> ERD/DE/0201 

, <160> 10 

<170> Patentln version 3,1 • 

<210> 1 

<2ll> S 

<2l2> PRT 1 

<213> artificial 

<400> 1 

Asp Val Glu Ala Trp . 
1 5 



<210> 2 

<211> 4 

<2l2> . PRT 

<2l3> artificial 

<400> 2 

Asp Val Glu Ala 
1 



«210> 3 

<2ll> 4 

<212> PRT 

<213> artificial 

<400> 3 

Val Glu Ala Trp 
1 



<210> 4 

<211> 3 

«c212=» PRT 

<2l3> artificial 

<400> 4 

Asp Val Glu 
1 
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<2l0> S ■ 

<:211> 3 

<212> PRT 

<2l3> artificial 

<400> 5 

Val Glu -Ala 
1 



<210> 6 

<:211> 3 

<212> PRT 

*213> -artificial 

<400> 6 

Glu Ala Trp 
1 



<210> 7 

<:211:/ 15 

<212> PRT 

<2l3> artificial 

<400> 7 



Asp Leu Tyr Asp lie Asp Arg Asn Trp val Gly His Pro Gin Gly 
1 5 10 15 



<210> 8 

<2ll> 15 

<212> PRT 

<213> artificial 

<40Q> 8 

Asp Asn -Tyr Asp Ala Asp lieu Ala Trp Asp Thr His Pro Gin Asp 
a 5 10 15 



<21Q> 9 

<2ll> 15 • 

<212> PRT 

<213> artificial 

<400> 9 

Asp Vai Glu Ala Trp Leu Asp Glu Arg Val Pro Leu Val Glu Thr 
1 5 10 3.5 



Seite 2 
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<210> 10 

^211=> 15 

<212> PRT 

<:213> artificial 

» •■ 

<400> 10 

Asp val Glu Ala Trp lie Ala Asp Pro Ala Val His Pne Thr Thr 
! 5 10 



S«H1"R 3 



j Nr 17 9817 von NVS:FAXG3.I0.01 01/03028305225 an NVS:PRINTER.0101/LEXMARI<2450 (Seite 28 von 31) 
16.10.02 15:16 - Status: Server MRSDPAM02 (MRS 4.00) ubernahm Sendeauftrag 

r. #-m /._ \ r — — 



